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Menetelma irreversiibeleille neurovahingoille riskialttiin yksilon identifioimiseksi

Keksintd koskee diagnostista yhdistelmédmenetelméad irreversiibeleille neurologisille

vahingoille, mukaan lukien dementialle, alttiiden yksiléiden identifioimiseksi.

Keksinnon mukainen menetelmé perustuu kahden testin yhdistelméan, jotka testit
suoritetaan veri- tai seerumindytteelld, erityisesti potilaiden identifioimiseksi, joilla
on taipumus kehittdd B12-puutos ja siten alttius kehittdd sairauksia, jotka johtuvat

tallaisesta puutoksesta, kuten irreversiibelit neurologiset vauriot, mukaan lukien

dementia ja pernisi00si anemia.

Monet erilaiset gastriset sairaudet tai tilat, kuten krooninen atrofinen gastriitti,
pernisidosi anemia, mahahaava, gastrinen polyyppitauti ja Ménétrierin tauti (jatti-
laishypertrofinen gastriitti) edeltdvat mahasyopai. Limakalvon selvisti identifioita-
via muutoksia ovat dysplasia ja adenooma. On arveltu, ettd melkein kaikissa

sairauksissa alttius vilittyy kroonisen atrofisen gastriitin kautta.

Krooninen gastriitti merkitsee mahan limakalvon pitkittynyttd tulehdustilaa. Sai-
raus voidaan karkeasti jakaa superfisiaaliseen ja atrofiseen muotoon. Superfisiaali-
sessa gastriitissa inflammatorinen soluinfiltraatio konsentroituu pintaepiteelin alle.
Kun tulehdus etenee ja diffundoituu spesifisten gastristen eritysrauhasten véliin, on
kyseessd krooninen atrofinen gastriitti. Tdll6in metaplastiset muutokset korvaavat

ainakin osittain mahan limakalvon normaalit rauhasrakenteet.

Potilailla, jotka kirsivit atrofisesta gastriitista mahan korpus-alueella, on ma-
hasyovin suhteellisen riskin arvioitu, laskettuna suomalaisista syopdtilastoista, ole-
van 4- tai 5-kertainen verrattuna henkiléihin, joilla on terve limakalvo. Lisdksi on
olemassa riski sairastua pernisiddsiin anemiaan, joka johtuu intrinsic-tekijan puu-
toksesta ja B12-vitamiinin imeytymishdiriostd. Antrum-alueen vaikeassa atrofiassa
riski on jopa 18-kertainen. Jos atrofisia muutoksia esiintyy sekd antrum- ettd kor-

pus-alueella (pangastriitti), riski voi kasvaa jopa 90-kertaiseksi.

Julkaisussa WO 96/15456 esitetdéin menetelmd mahasydvén riskin seulomiseksi,
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jonka menetelmédn mukaan atrofia korpus- tai antrum-alueen tai molempien lima-
kalvossa osoitetaan médrittimalld pepsinogeeni I:n (PGI) ja gastriini-17:n (G-17)
analyyttipitoisuudet seruumindytteessd ja vertaamalla ndin médritettyja pitoisuuksia
vastaavan analyytin menetelméspesifiseen cut-off-arvoon. Madritettyja pitoisuuksia

verrataan edullisesti myds vastaavan analyytin menetelmaspesifiseen viitearvoon.

Seerumin PGI-arvo, joka on alle PGI:n Spesiﬁsen cut- off-arvon, on osoitus atro-
fisesta gastriitista mahan korpus-alueella. Jos seerumin G-17-konsentraatio on alle
sen cut-off-arvon, atrofia sijaitsee mahan antrum-alueella. Pangastriitissa seerumin

PGI on alle cut-off-arvon ja seerumin G-17-arvo on sen viitearvon alemmalla
rajalla.

Riittdvd B12-vitamiinitarjonta on valttiméton folaattimetabolialle ja normaalille
verituotannolle sekd hermosolujen toiminnalle. B12-vitamiini muodostaa komp-
leksin proteiinin, intrinsic-tekijan kanssa, jonka muodostaa mahan korpus-alueen
limakalvo ja joka kompleksi resorboituu sykkyriasuolen alemmassa osassa. Tama

on B12-vitamiinin edullinen resorptiomuoto.

Intrinsic-tekijdn puutos, joka johtuu atrofisesta gastriitista tai mahasydvasti, erityi-
sesti mahan korpus-alueella, johtaa lopulta B12-vitamiinin puutokseen kehossa.
Pitkittynyt puutos voi johtaa pernisiddsin anemian kehittymiseen ja jo aikaisem-
min, vuoden sisélld, irreversiibeliin neurologiseen vaurioon ja dementiaan. B12-
vitamiinin puutos on titen tirked riskitekijd arvioitaessa neurologisten sairauksien,
kuten dementian, kehittymisté erityisesti vanhemmalla véestolld. On arvioitu, ettd
B12-vitamiinin salakavala puutos vaivaa satojatuhansia ihmisid. Niissd tapauksis-
sa, jos puutos tiedetdédn, yksinkertainen ja tehokas hoito olisivat B12-vitamiini-
ruiskeet. Olisi erityisen arvokasta kyetd identifioimaan ne yksilét, joille ei viela
ole kehittynyt B12-vitamiinin puutosta mutta joilla tulevaisuudessa on olennainen

riski saada se ellei ryhdytd toimenpiteisiin tdllaisen puutoksen kehittymisen estdmi-
seksi.

Keksinndn kohteena on menetelma, jossa seeruminiytteestd tehtdva atrofisen
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gastriitin markkerin mdirityskoe yhdistetdin B12-vitamiinikokeeseen, yksilon irre-

versiibelin neurologisen vaurion diagnoosin auttamiseksi tai riskin madrittimiseksi.

Keksinnon mukainen menetelmi on sellainen, jossa irreversiibelille neurologiselle
vauriolle ja pernisioosille anemialle riskialtis yksilo identifioidaan, menetelmén ka-
sittdessd vaiheet, joissa

- midritetddn kvantitatiivisesti pepsinogeeni I:n (PGI) analyyttikon-
sentraatiot mainitun yksilén seerumindytteesta

- madritetdin menetelmdspesifinen cut-off-arvo mainitulle analyytille,

- verrataan ndin mairitettyd analyyttikonsentraatiota analyytin mene-
telmispesifiseen cut-off-arvoon ja

- madritetidn B12-vitamiinikonsentraatio tai mainittua B12-vita-
miinikonsentraatiota korreloivan analyytin konsentraatio yksilon seerumindyttees-

sd, ja verrataan sitd ndin mairitetyn analyytin menetelmaspesifiseen viitearvoon.

Seerumin PGI- ja B12-vitamiinikonsentraatioiden, tai B12-konsentraatiota korre-
loivan aineen, madritys voi tapahtua missd tahansa jarjestyksessd, jotta saadaan sa-
manaikaisesti tietoa sekd seerumin PGI- ettd B12-vitamiinipitoisuuksista, jonka
tiedon tarkoituksena on olla avuksi neurologisen vaurion diagnostisoimisessa tai
riskin arvioimisessa. Kuitenkin keksinnon suoritusmuodon mukaisesti seerumin
PGI-konsentraatio médritetddn ja sitd verrataan sen menetelméspesifiseen cut-off-
arvoon ja jatkodiagnoosia varten valitaan yksild, jonka seerumin PGI-konsentraa-
tioarvo on alle sen menetelméspesifisen cut-off-arvon. Téssd suoritusmuodossa
B12-vitamiinitestiin seulotaan ainoastaan ne yksilét, joilla on alhaiset seerumin

PGI-arvot, osoituksena korpus-atrofiasta.

Naiin ollen edullisen suoritusmuodon mukaan keksinnon tarkoituksena on erityises-
ti seuloa sellaiset yksilot, joilla ei vield ole B12-vitamiinin puutosta, toisin sanoen
joilla on olennaisesti normaalit B12-vitamiinipitoisuudet mutta jotka, johtuen
diagnostisoidusta mahan korpus-alueen atrofiasta, ovat alttiita tillaisen puutoksen
kehittymiselle ajan mittaan. Tallainen identifiointi mahdollistaa jo aikaisessa vai-

heessa turvautumisen ennalta ehkdiseviin toimenpiteisiin B12-vitamiinin puutok-
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seen liittyvien sairauksien, erityisesti irreversiibelin neurologisen vaurion, joka ke-

hittyy aikaisemmin kuin anemia, kehittymisen estdmiseksi.

1. Pepsinogeeni I:n (PGI) mééritys

Menetelmd PGI:n méérittdmiseksi seeruminiytteestd voidaan suorittaa julkaisussa

WO 96/15456 esitetylld tavalla, joka julkaisu liitetddn tdhdn viitteena.

Mainittu menetelmé sisdltdd edullisesti vaiheet, joissa kdytetdiin pepsinogeeni I:n
poly- tai monoklonaalisia vasta-aineita immunologisessa menetelmassa pepsinogee-
ni I:n médrittimiseksi. Reaktio suoritetaan edullisesti sopivalla kantajalla, kuten
muovi-, lasi- tai selluloosakantajalla, esimerkiksi mikrolevylld. Immunologiset
menetelmat voidaan suorittaa tunnetulla tavalla kdyttden esim. absorbanssi-, lu-
minesenssi- tai fluoresenssitekniikoita mainitun pepsinogeeni I-konsentraation

mittaamiseksi ndytteessa.

Jos seerumin pepsinogeeni I-konsentraatio on alle cut- off-arvon, joka, riippuen
kyseessd olevan menetelmédn spesifisyydesti ja sensitiivisyydestd, on 20-30 ug/l,
joka vastaa noin 450-690 pmoolia/l, kyseessi on atrofia mahan korpus-alueella.
Normaali- tai viitearvo PGI:lle on alueella 25-120 ug/l.

2. B12-vitamiinin méiritys

B12-vitamiinin (kobalamiini) konsentraatio seerumindytteessd voidaan mairittaa
minkd tahansa sindnsd tunnetun tdhdn tarkoitukseen kiytetyn menetelmidn mukaan.
Tallaisia tunnettuja menetelmid ovat seerumin B12-mikrobiologinen koe, jossa
kéytetddn organismia, kuten Euglena gracilista tai Lactobacillus leihmanniia, joka
vaatii kobalamiinia kasvaakseen. Myds B12-vitamiinin radioisotooppisia laimen-
nuskokeita on kiytetty ja tillaiset koetekniikat on hyvin esitetty kirjallisuudessa,
esim. Lau er al., "Measurement of serum B12 levels using Radioisotope Dilution
and Coated Charcoal", Blood, 26 (1965), 202. Radioisotooppilaimennusmenetel-

mdt ovat nopeampia ja antavat tulokset, jotka ovat vertailukelpoisia esim. Eugle-
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na-kokeella saatuihin tuloksiin, edellyttden, ettd sidosproteiini on spesifinen biolo-
gisesti aktiiviselle kobalamiinille. Standardisoitu puhdas tai puhdistettu intrinsic-
tekijan valmiste on kaikkein tyydyttivin sidosproteiinina, koska se sitoutuu spesifi-

sesti todelliseen kobalamiiniin mieluummin kuin kobalamiinianalogeihin.

B12:n radioisotooppilaimennuskoe sisiltdd yleensd vaiheen, jossa endogeeninen
B12 vapautetaan sen luonnollisesta sidosproteiinista, esim. keittimalld valitussa
pH:ssa, jonka jalkeen lisdtddn mitattu méaard radioisotooppia 57Co-B12 ja rajoitet-
tu mdiri sidosproteiinia. Kaikki sidosproteiini tulee sidottua jollain B12-muodolla,
koska lisdtyn radioisotoopin B12 médrd on riittdvd sitomaan pienen médirdn prote-
iinia. Koska sekd luonnollinen ettd radioaktiivinen B12 kilpailevat sitoutumisesta
sidosproteiiniin, aste, johon B12:n sitoman proteiinin radioaktiivinen mdird inhi-
boituu, on osoitus B12:n médrastd ndytteessd. Tatd menetelmdd on muuntanut
Lau, supra, erottamalla sitoutumattoman B12 proteiiniin sitoutuneesta B12:sta
proteiinipéillystetylld aktiivihiilelld ja supernatanttinesteen, joka sisiltdd sitoutu-
neen radioaktiivisen B12:n ja sitoutuneen ei-radioaktiivisen B12:n seoksen, ra-
dioaktiivisuus lasketaan. Seerumin B12-konsentraatio lasketaan sen jdlkeen saadus-
ta tuloksesta, usein vertaamalla standarditaulukkoon. Radiotestipakkauksia on kau-

pallisesti saatavissa menetelmén suorittamiseksi.

Saatavilla on myods muita menetelmid B12-pitoisuuksien testaamiseksi seerumindyt-
teessd. Koska kobalamiinikoentsyymi on olennainen metyylimalonaatin isome-
roituessa sukkinaatiksi, B12-vitamiinipuutoksessa havaitaan metyylimalomaatin
kasvavien médrien erittyminen. Tédssd tarjoutuu sensitiivinen testi B12-vita-
miinipuutokselle. Lisdksi homokysteiinin plasmapitoisuudet myds kohoavat. US-
patentti 4,940,658 kuvaa menetelmdi homokysteiinin kohonneiden pitoisuuksien
havaitsemiseksi, yhdistimilld ndyte tunnetun méadrén kanssa leimattua homokyste-
iinid ja mddrittdmalld leimatun homokysteiinin suhde leimaamattomaan homokyste-

iiniin, esim. massaspektroskooppisilla menetelmilld, ja laskemalla sen jalkeen lei-

maamattoman homokysteiinin maird ndytteessa.

B12-vitamiinin puutos on méairitetty myds esim. kdyttden kemiluminisenssi-resep-
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torikokeita (Wentworth, S. er al., Clin.Chem., Vol. 40, 537-540), radioim-
munokokeita (Enders, D.B., et al., Clin.Chem. Vol. 24, 460-465) sekd my®0s ei-
isotooppisia sitoutumiskokeita, CEDIA, kloonatun entsyymidonorin immunokokei-

ta (van der Weide, J., ef al., Clin.Chem., Vol. 38, 766-768).

Keksinndn mukaisessa menetelméssd voidaan kiyttdd mitd tahansa tunnettuja me-
netelmid ja testipakkauksia B12-konsentraation tai aineen, kuten metyylimalonaatin

tai homokysteiinin, jonka konsentraation kohoamisen voidaan katsoa olevan osoi-

tus B12-puutoksesta, mairittimiseksi.
Viitearvo B12:1le on vililld 200-900 ng/l1, vastaten noin 170-700 pmoolia/l.

Keksintd koskee myds testipakkausta kiytettiviksi keksinnon mukaisessa menetel-
massd, joka testipakkaus sisdltad

- vélineet PGI-konsentraation médrittimiseksi seerumindytteessa,

- vélineet B12-vitamiinikonsentraation tai mainittua B12-vitamiinia

korreloivan analyytin konsentraation madrittimiseksi seerumindytteessa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmi irreversiibelille neurologiselle vahingolle ja pernisiodsille anemialle
riskialttiin yksilon identifioimiseksi, tunnettu siiti, ettd menetelma kisittdd vaiheet,
joissa

- madritetddn kvantitatiivisesti pepsinogeeni I:n (PGI) analyyttikon-
sentraatio mainitun yksilén seerumindytteessa, |

- midritetidn menetelmédspesifinen cut-off-arvo mainitulle analyytille,

- verrataan ndin mdiritettyd analyyttikonsentraatiota analyytin mene-
telméspesifiseen cut-off-arvoon ja

- madritetdin B12-vitamiinikonsentraatio tai mainittua B12-vita-
miinikonsentraatiota korreloivan analyytin konsentraatio yksilon seerumindytteessi
ja verrataan sitd ndin médiritetyn analyytin menetelméispesifiseen viitearvoon, jol-
loin PGI-konsentraatio, joka on alle cut-off-arvon, yhdessd normaalin B12- tai sitd

korreloivan analyytin konsentraation kanssa, osoittaa sanotun riskin olemassaolon.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd mairitetddn see-
rumin PGI-konsentraatio ja valitaan B12-vitamiinin tai sitd korreloivan analyytin

jatkomadritykseen yksild, jonka seerumin PGI-konsentraatio on alle sen cut-off-

arvon.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siiti, ettd mairitetddn

B12-vitamiinikonsentraatio niytteessd.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd mairitetddn me-

tyylimalonaatti- tat homokysteiinikonsentraatio ndytteessa.

5. Testipakkaus patenttivaatimuksen 1 mukaisen menetelmén suorittamiseksi, joka
pakkaus sisdltdd

- vilineet PGI-konsentraation midrittdmiseksi seerumindytteessd,

- vilineet B12-vitamiinikonsentraation tai mainittua B12-vitamiinikon-
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